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RESUMO

NASSER, L. F. T. Resposta superovulatéria na primeira onda de crescimento
folicular em doadoras Nelore (Bos indicus). [Superovulatory response during the
first follicular wave in Nelore (Bos indicus) donors]. 2006. 79 f. Tese (Doutorado em
Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de Sao0 Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Trés experimentos foram realizados para testar a hipdtese de que a resposta
superestimulatéria de doadoras Nelore (Bos indicus) com tratamentos iniciados
préximo a ovulacao durante a primeira onda de crescimento folicular seria maior ou
comparavel aquela decorrente de tratamentos convencionais. Os animais foram
aleatoriamente alocados em trés grupos. As doadoras dos Grupos 1 - Onda 1 s/P4 e
2 - Onda 1 c/P4 foram superestimuladas na primeira onda de crescimento folicular, e
as do Grupo 3 - SincBE+P4/P4 quatro dias apds a sincronizagdo da emergéncia
folicular com estradiol e progesterona. Os animais receberam dispositivo intravaginal
de Progesterona (CIDR) associado a 50mg de Progesterona e 2,5mg de Benzoato
de Estradiol (IM) no Dia 0. Os animais dos Grupos 1 e 2 receberam PGF2a no Dia 5
e 12,5mg Armour de LH (Lutropin) 24 horas apés a remogao do CIDR (Dia 9), e no
Dia 11 iniciou-se o tratamento superovulatério. As doadoras do Grupo 2 receberam
um novo CIDR juntamente com a primeira dose de FSH (Dia 11). Todos os animais
foram superestimulados com 133mg NIH-FSH-P1 de Folltropin diluidos em 10ml, em
duas aplicagdes diarias de 1ml, por cinco dias. No ultimo dia de tratamento, junto
com o FSH foram aplicadas doses luteoliticas de PGF2a; nos Grupos 2 e 3 o CIDR
foi removido na ultima aplicagdo. Todas as doadoras receberam 25mg de LH 24
horas ap6s a ultima dose de FSH e foram inseminadas 12 e 24 horas apos o LH. Os
embrides foram coletados e avaliados pelo mesmo veterinario sete dias apds a

inseminacdo. No primeiro experimento, as quantidades de embrides transferiveis



nao foi significativamente diferente entre os grupos 2 e 3 (8,0 + 1,8 x 6,6 + 2,0), e
ambas foram maiores que as do 1 (0,2 + 0,2; P<0,05). Como nao houve diferenga
entre os Grupos 2 e 3 nos parametros analisados, o Grupo 3 foi excluido dos outros
dois experimentos. No segundo experimento, as doadoras receberam os mesmos
tratamentos dos Grupos 1 e 2, mas foram abatidas 12 horas apds receberem 25mg
de LH (Dia 16) e tiveram seus ovarios removidos e levados para o laboratério, para
classificagcdo. Os odcitos foram aspirados e avaliados quanto a maturacao pela
expansao do COC. Os animais que nao receberam dispositivo de P4 durante o
tratamento superovulatério apresentaram maior numero de odécitos ndo maturados
(6,4 +2,7x1,2+0,9; P<0,05). O terceiro experimento foi semelhante ao segundo,
com a diferenga de que os animais foram inseminados 12 horas apds o tratamento
com 25mg de LH, e tiveram as estruturas coletadas 7 dias apds a IA. Os resultados
desse experimento confirmaram os do primeiro, no qual animais sem suplementacao
exdgena de P4 durante o tratamento superovulatério apresentaram menor namero
de embrides transferiveis que o grupo com P4 (0,0 + 0,0 x 3,9 + 1,1; P<0,05). Os
resultados obtidos retificam a hipotese, demonstrando que a superovulagéo durante
a primeira onda de crescimento folicular em novilhas Nelore é eficiente somente com

suplementacao exoégena de P4.

Palavras-chaves: Nelore. Onda Folicular. Superovulagao. Progesterona. Embrides.



ABSTRACT

NASSER, L. F. T. Superovulatory response during the first follicular wave in
Nelore (Bos indicus) donors. [Resposta superovulatéria na primeira onda de
crescimento folicular em doadoras Nelore (Bos indicus)]. 2006. 79 f. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

Three experiments were design to test the hypothesis that superovulatory (SPO) response of
Nelore (Bos indicus) donors to treatments administered during the first follicular wave, initiated
at the expected time of ovulation, will elicited a higher or a comparable response to traditional
protocols. In the first experiment, cows were randomly allocated into 1 of 3 treatment groups.
Cows in Group Wave 1 without P4 e Group Wave 1 with P4 were superstimulated during the
first follicular wave and cows in the Control Group were superstimulated after synchronized
follicular wave emergence using estradiol and progesterone. All cows received a CIDR device
and an injection of 50mg of P4 and 2.5mg EB on Day 0. Cows in Groups Wave 1 with P4 and
Wave 1 without P4 were also treated with PGF2a on Day 5 and 12,5mg Armour of pLH
(Lutropin) 24 h after CIDR removal (Day 9), to synchronize ovulation. The SPO treatments
were initiated on Day 11; donor cows in Group Wave 1 with P4 also received a new CIDR
device at the time of the first FSH injection. All donors in three groups were superstimulated
with a total dose of 133mg NIH-FSH-P1 of Folltropin-V, divided into twice daily injections of the
same dosage (13,3mg diluted in 1ml) over 5 days. On the last day of FSH treatment, all
animals received PGF2a after each FSH injection and cows in Group Wave 1 with P4 and
Control Group had their CIDR removed at the time of the last FSH injection. All cows received
25 mg of pLH 24h after the last FSH treatment and were Al 12 and 24h later. Ova/embryo
collection and evaluation was done 7d after, all by the same veterinarian. Results indicate that

there was no difference in the numbers of transferable embryos in CIDR treated donor cows



when SPO treatments were initiated at the time of emergence of either the first follicular wave
Group Wave 1 with P4 (8.0 + 1.8) or following synchronization of follicular wave emergence
with BE + P4, control Group (6.6 + 2.0), but both were greater than when SPO treatments
were initiated at the first follicular wave without the use of a CIDR device, Wave 1 without P4
(0.2 + 0.2; P<0,05). Since there were no differences between Groups Wave 1 with P4 and
control on all the end points, this group was dropped from the others experiments. A second
experiment was performed in order to evaluate the quality of oocyte recovered after animals
were treated under the same protocol of Groups Wave 1. The SPO treatments were the
same described previously, however 12h after the injection of 25mg of pLH animals were
slaughtered and their ovaries were taken to an IVF lab. Follicles were aspirated and the
oocyte was evaluated and those with an expanded COC were considered mature. Animals in
Group Wave 1 without P4 showed a greater (P<0,05) number of immature oocyte (6.4 + 2.7)
than Group Wave 1 with P4 (1.2 + 0.9). The third experiment was performed to confirm the
results of the first experiment. The treatments were similar as the second experiment,
however, animals were Al 12 and 24h after the 25mg of pLH and had ova/embryos collection
and evaluation 7 d after by the same veterinarian. Results of this experiment confirmed the
first experiment presenting a greater (P<0,05) number of transferable embryos in Group
Wave 1 with P4 (3.9 + 1,1) when compared to Group Wave 1 without P4 (0.0 + 0.0). The
results did not support the hypothesis, showing that exogenous P4 is necessary in order to

superovulate Nelore during the first follicular wave.

Key words: Nelore. Follicular Wave. Superovulation. Progesterone. Embryos.
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INTRODUGAO 19

1INTRODUGAO

De acordo com informagdes publicadas pela Food and Agriculture
Organization (FAO, 2004), foram identificadas cerca de 1.400.000 espécies de
plantas e animais. Mas, embora esse universo de vida e sua variabilidade genética
sejam essenciais para a existéncia humana, 1.350 das 6.300 espécies de animais
domésticos registradas ao redor do mundo estdo ameacgadas de extingdo ou ja estao
extintas.

Esse quadro, aliado ao crescimento das populagbes humanas - que
promove o aumento da demanda por proteinas de origem animal —, fez com que a
utilizagcdo de programas e sistemas voltados a preservagao da diversidade genética
das espécies nativas, ou daquelas ja adaptadas ao meio ambiente local, ganhasse
impeto nas ultimas décadas do século XX. Mas, a despeito dos bons resultados
obtidos nos paises industrializados, nem sempre esses programas proporcionam 0
mesmo retorno quando aplicados em paises em desenvolvimento ou
subdesenvolvidos.

O Brasil, de tamanho continental e de grande vocagao agropecuaria, vem se
destacando como uma grande poténcia mundial para a produgédo de alimentos. O
rebanho bovino brasileiro é composto por aproximadamente 171 milhdes de
cabecgas, das quais 136 milhdes pertencem a ragas de corte e 35 milhdes a ragas
leiteiras. As racas Bos indicus, principalmente a Nelore e seus cruzamentos,
representam aproximadamente 109 milhdes de cabecgas (80%) do rebanho nacional,
constituindo-se no maior rebanho de corte comercial do mundo. Com a conquista de

novos mercados, o Brasil passou a liderar as exportagdes de carne, atingindo a
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marca recorde de mais de dois milhdes de toneladas de carne exportadas em 2005
(CONFEDERACAO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO BRASIL, 2005).

Com numeros tdo expressivos e produzindo em regides de clima tropical,
essa genética bovina adaptada e produtiva passou a ser exportada - em forma de
sémen, embrides e animais vivos - para paises cujo sistema de produgédo se
assemelha aquele existente no Brasil. Entretanto, para a manutencdo e o aumento
desse mercado é necessario padronizar o produto a ser exportado, o que s6 sera
possivel com o melhoramento genético do rebanho nacional. Dai a importancia da
selecao e da multiplicacdo de animais superiores, que pode ser realizada com o
auxilio de diferentes biotécnicas.

Dentre tais biotécnicas destaca-se a transferéncia de embrides (TE), que
vem sendo largamente utilizada por grande numero de paises (BO et al., 2002). De
acordo com Land e Hill (1975), o emprego de multipla ovulagdo e transferéncia de
embrides (MOET) aumenta em quase duas vezes a taxa de ganho genético obtida
com as estratégias de cruzamento tradicional em um rebanho.

No ano de 2004 foram transferidos ao redor do mundo cerca de 480.000
embrides bovinos produzidos por MOET, e cerca de 106.000 embrides produzidos
por fecundacao in vitro (THIBIER, 2004). Nesse cenario, o Brasil se insere como
vice-lider mundial em numero de transferéncias de embrides produzidos in vivo -
87.732 TE -, e lider mundial de embrides produzidos in vitro - 60.000 TE (THIBIER,
2004).

Embora empregada comercialmente por mais de trinta anos, a variabilidade
da resposta superovulatéria continua sendo um fator limitante para a transferéncia
de embrides bovinos. Assim é que, a despeito do incontestavel avanco no

conhecimento das variaveis envolvidas no processo de TE, a média de embrides por
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colheita, apontada por Looney em 1986 como em torno de 6,2, muito pouco evoluiu
nos ultimos anos.

A variabilidade da resposta ovariana ja foi relacionada as diferengas nos
tratamentos superovulatérios, tais como: tipos de gonadotrofinas (MAPLETOFT;
PIERSON, 1993), dosagem das gonadotrofinas (GONZALEZ et al.,, 1990;
PAWLYSHYN et al., 1986), local e forma de aplicagdao das gonadotrofinas (BO et al.,
1994b), duracdo dos tratamentos superestimulatérios (GARCIA; SEIDEL; ELSDEN,
1982) e adigdo de outros hormbénios no protocolo (SAVAGE; HOWELL;
MAPLETOFT; 1987). Como fatores inerentes a fisiologia da doadora, encontram-se
variagbes como a idade (LERNER et al., 1986), a época do ano (TRIBULO et al.,
1991), a raga (CHUPIN; COMBARNOUS; PROCOREUR, 1985), o estado nutricional
(ORTUNO; CARSON, 1985) e o histérico reprodutivo (HASLER et al., 1983) do
animal.

Além das variagdes acima citadas, a hora do inicio da superovulagéo (SPO)
em relacdo ao momento do ciclo estral € um dos fatores que mais altera a resposta
superovulatéria (CHUPIN; COMBARNOUS; PROCOREUR, 1985; LINDSELL;
MURPHY; MAPLETOFT, 1986). Aproximadamente 70% da variabilidade na resposta
ovulatéria esta relacionada ao status ovariano na hora do inicio do tratamento
(MONNIAUX; CHUPIN; SAUMANDE, 1983). Ja foi demonstrado que, quando se
inicia o tratamento na presenca de um foliculo dominante (GRASSO et al., 1989;
GUILBAULT et al., 1991; PIERSON; GINTHER, 1988) ou depois da sua selegao
(ADAMS et al., 1994; NASSER, et al.,, 1993), a resposta superovulatéria diminui
significativamente. A melhor resposta é alcangada quando os tratamentos séao

empregados no inicio do desenvolvimento de uma onda de crescimento folicular
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(NASSER et al., 1993) e na presenga de um grande numero de pequenos foliculos
(ROMERO et al., 1991).

A manipulagéo da dinédmica folicular com o objetivo de sincronizar o inicio de
uma nova onda tem sido utilizada como ferramenta para a obtengdo do momento
ideal para iniciar os tratamentos superovulatorios. A destrui¢ao do foliculo dominante
por aspiragao via ultra-sonografia induz uma nova onda folicular em média dois dias
apos a aspiragao (BERGFELT; LIGHTFOOT; ADAMS; 1994). Embora eficaz na
sincronizacdo, essa técnica tem apresentado resultados conflitantes no que diz
respeito ao seu potencial econébmico (BERGFELT et al., 1997). Outra forma de
sincronizagao, atualmente a mais utilizada, é a aplicagdo de horménios esterdides,
conhecidos por alterar o crescimento folicular e que, pelas combinagdes, possibilitam
a sincronizagao de uma nova onda de crescimento folicular (BO et al., 1993, 1996a;
BO; PIERSON; MAPLETOFT, 1991).

Além disso, sabe-se que é possivel iniciar os tratamentos no inicio da
primeira onda de crescimento folicular - que ocorre fisiologicamente logo apos a
ovulagdo (NASSER et al, 1993) -, sem diminuir ou prejudicar a resposta
superovulatéria (ADAMS et al., 1994).

A grande maioria dos estudos anteriormente comentados foi conduzida em
animais Bos taurus, e as diferengas fisioldgicas existentes entre os animais Bos
indicus e Bos taurus impedem a transposi¢do automatica de algumas técnicas de
uma para outra raga sem investigagdes prévias quanto a sua funcionalidade.

Assim, a confirmagdo da viabilidade de protocolos alternativos de
superovulagdo em doadoras Nelore (Bos indicus) € de suma importancia para o

incremento dessa genética animal, agregando valores a pecuaria nacional.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CICLO ESTRAL E DINAMICA FOLICULAR EM BOVINOS

A duracdo do ciclo estral dos bovinos varia entre 17 e 25 dias, com
semelhangas entre as fémeas zebuinas e taurinas (BARROS; FIGUEIREDO;
PINHEIRO, 1995; SIROIS; FORTUNE, 1988; VACA et al., 1985). Nesse intervalo, o
desenvolvimento folicular se apresenta como uma sequéncia dindmica de eventos
fisiolégicos e endocrinolégicos que envolvem o crescimento e a atresia dos foliculos
antrais, em movimentos que se assemelham a ondas (PIERSON; GHINTER, 1984).

Essa teoria das ondas foliculares foi sido proposta por Rajakoski (1960), que
realizou estudos histologicos em ovarios obtidos em matadouros. Com base nas
observagbes realizadas, o autor sugeriu a existéncia de duas ondas de
desenvolvimento de foliculos antrais durante o ciclo estral, cada uma delas
apresentando um foliculo que crescia até o didmetro pré-ovulatorio.

Com o advento da ultra-sonografia, técnica de avaliagdo nao invasiva e em
tempo real, outros estudiosos comprovaram a teoria de que o crescimento dos
foliculos se dava em forma de ondas, e verificaram que cada ciclo tinha de duas até
quatro ondas de crescimento folicular (PIERSON; GINTHER, 1988; SAVIO et al.,
1988; SIROIS; FORTUNE, 1988). Com esse tipo de exame, foi possivel analisar a

dinamica folicular mediante a correlagdo temporal entre os eventos endocrinoldgicos
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e 0 aparecimento das estruturas ovarianas no decorrer do ciclo estral (ADAMS et al.,
1992a, 1992b; GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989a; SIROIS; FORTUNE, 1988).

A primeira onda de crescimento folicular € inicialmente identificada no dia da
ovulagéo (Dia 0), e reconhecida ultra-sonograficamente pela visualizagdo de um
grupo de foliculos antrais (3 a 5mm) responsivos as gonadotrofinas. Essa etapa,
denominada fase de recrutamento, esta associada a elevagdo das concentragdes
plasmaticas do horménio foliculo estimulante - FSH (ADAMS et al., 1992b). A
concentracédo de FSH atinge seu pico maximo quando o maior foliculo, denominado
foliculo dominante (FD), atinge o tamanho de 4-5mm (GINTHER; KASTELIC;
KNOPF, 1989b). No inicio dessa fase, o crescimento do FD e de todos os demais
foliculos - identificados como subordinados — ocorre gragas ao FSH circulante
(ADAMS et al., 1992b). A partir desse momento, o FD cresce de forma linear - fase
de crescimento - por seis dias, e as concentragbes periféricas de estrogenos e
androgenos aumentam (SUNDERLAND et al., 1994).

Ao redor do Dia 3, e com um didmetro de aproximadamente 8,5mm, o FD
adquire receptores para o horménio luteinizante (LH) nas células da granulosa -
momento denominado desvio - e passa entdo a exercer a sua dominancia
(GARVERICK; ZOLLERS; SMITH, 1992). Mesmo com niveis basais de FSH, o FD
atinge o seu platd apdés o desvio gragas ao efeito positivo do LH, e tem seu
crescimento limitado pela progesterona (P4) secretada pelo corpo luteo — CL
(RAJAMAHENDRAN; MANIKKAN, 1994), que promove a diminuigao da frequéncia e
aumenta a amplitude dos pulsos de LH (BERGFELT et al., 1995). O aumento de
receptores para o LH capacita o foliculo a responder a alta amplitude dos pulsos

desse hormbnio e continuar a crescer.
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Ao atingir o platd, o FD entra na fase denominada estatica, na qual exerce
sua dominancia sobre os foliculos subordinados - causando a atresia destes - por
mais seis dias (GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989b). Apdés o periodo de
dominancia, e sem a secregao continua dos andrégenos produzida pelo FD, ocorre
um novo pico de FSH. Esse pico é responsavel pelo inicio de uma nova onda de
crescimento folicular, que faz com que o foliculo dominante da primeira onda entre
em atresia (ADAMS et al., 1992b). Esse mecanismo pode ocorrer duas, trés ou
quatro vezes em um mesmo intervalo entre ciclos estrais (GINTEHR; KASTELIC;
KNOPF, 1989a), e € descrito para animais Bos indicus (BARROS; FIGUEIREDO;
PINHEIRO; 1995).

Os elementos envolvidos no mecanismo que rege a dominancia folicular
ainda nao estdo completamente elucidados. De acordo com Fortune (1993), por um
mecanismo de retroalimentagdo negativa no eixo hipotalamico-hipofisario, a
presenca de altas concentracdes de estradiol e inibina produzidas pelo FD provoca a
diminui¢cdo das concentragdes plasmaticas de FSH a niveis basais, bloqueando o
crescimento dos foliculos FSH-dependentes e acarretando a sua atresia.

Em estudo recente, Fortune, Rivera e Yang (2004) demonstraram a
importancia do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) no mecanismo de
dominancia. Durante o desenvolvimento folicular, parte das agbes do IGF-l esta
envolvida na estimulagdo da célula da granulosa, na proliferagdo da teca e na
esteroidogénese (SPICER; ALPIZAR; ECHETERNKAMP, 1993), responsaveis pela
biodisponibilidade de receptores para FSH. Essa biodispinibilidade de receptores
para o FSH ja esta presente em maior quantidade no foliculo dominante tdo logo

este é identificado morfologicamente como FD, o que demonstra a sua atuacao de
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dominancia concomitantemente a emergéncia da onda folicular (FORTUNE;
RIVERA; YANG, 2004).

O processo de crescimento e de atresia dos foliculos perdura enquanto o
corpo luteo se mantiver funcional e produzindo progesterona, o que ocorre mesmo
durante a gestacdo (GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989b). Quando ndo ha o
reconhecimento materno da gestacéo, determinado principalmente pelo concepto -
através da producgao de interferon trofoblastico - e sinalizado para as células do
endométrio, ocorre o processo de lutedlise (THATCHER et al., 2001). O momento da
regressédo do corpo luteo determina se o FD sera o foliculo ovulatério (GINTHER,;
KASTELIC; KNOPF, 1989b). O crescimento do FD promove o aumento das
concentragcbes de estrogenos, que desencadeia o mecanismo de retroalimentagao
positiva para a secrecdo do horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH) e o

consequente pico de LH, promovendo a ovulagdo (FORTUNE, 1993).

2.2 FISIOLOGIA REPRODUTIVA EM Bos taurus E Bos indicus

Estudos indicam que caracteristicas como o numero de ondas por ciclo, o
crescimento folicular e a dominancia sdo similares para as fémeas Bos taurus e Bos
indicus (BARROS; FIGUEIREDO; PINHEIRO, 1995; BO et al., 1993; FIGUEIREDO
et al., 1997; GAMBINI et al., 1998; GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989a; SIROIS;
FORTUNE, 1988).

Apesar da semelhanca no padréao de crescimento folicular, diferengas

morfoldgicas e enddcrinas foram reportadas (RANDEL, 1989). Animais Bos indicus
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apresentam didmetros maximos do FD (10-12mm) e do CL (17-21mm - BO et al.,
1993; FIGUEIREDO et al., 1997) menores do que aqueles caracteristicos de animais
Bos taurus, cujos didametros s&o: FD - 14-20mm - CL - 20-30mm (BO et al., 1993;
FIGUEIREDO et al., 1997; GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989b). A diferenga de
tamanho do CL tem uma implicagéo pratica para os animais, uma vez que dificulta a
sua identificacdo via palpacao retal. Ja foi descrito que a quantidade de
progesterona presente no CL de animais Bos indicus € menor do que aquela
observada em animais Bos taurus, o que sugere a diminui¢ao dos niveis circulantes
de progesterona para os ultimos (SERGERSON et al., 1984). Randel (1989)
levantou a hipotese de que o menor tamanho do CL nos animais Bos indicus seria
resultante de menor resposta ao estrogeno, menor pico pré-ovulatério de LH, e
diferengas endocrinoldgicas relacionadas aos eventos que culminam com a
ovulacéo.

Com referéncia a populagao folicular, os ovarios dos animais Bos indicus
apresentam maior quantidade de foliculos menores que 5mm emergindo no inicio da
onda folicular do que os animais Bos taurus (SERGERSON et al., 1984).

Outra diferenga existente entre as duas subespécies esta relacionada as
concentracdes de insulina ovariana e ao fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-I). Em estudo realizado em novilha Nelore, Buratini Jr. et al. (2000) observaram
que o tratamento com somatotrofina bovina (BST) aumentou as concentragbes de
IGF-I no plasma e o numero de pequenos foliculos (<5mm), a semelhanga do que
relatam similarmente relatados com animais Bos taurus (GONG; BRAMLEY; WEBB,
1991). Entretanto, a taxa de crescimento da populagao folicular foi menor do que
aquela de animais Bos taurus, sugerindo que o sistema IGF ovariano pode diferir

entre as duas subespécies.
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De acordo com Alvarez et al. (2000) e Simpson et al. (1994), vacas Brahman
apresentam maior concentracao plasmatica de IGF-I e menor concentragcao de FSH
do que vacas Angus. Assim, a maior quantidade de foliculos encontrada em vacas
Brahman poderia ser decorrente da alta concentragdo de IGF-I. O elevado nivel de
IGF-I, associado a baixa concentragdo de FSH, pode resultar na formagao de um FD
menos persistente, o que implica maior quantidade de ondas foliculares entre os
ciclos estrais (ALVAREZ et al., 2000). A diferenca entre os sistemas IGF-l e FSH
também poderia explicar porque os animais Bos indicus sao mais sensiveis as
dosagens de FSH - horménio normalmente utilizado nos programas de

superovulagao - do que os animais Bos taurus (BARROS; NOGUEIRA, 2001).

2.3 SUPEROVULAGAO DE BOVINOS

O objetivo dos tratamentos superovulatérios realizados em fémeas doadoras
€ obter o maior numero possivel de embrides transferiveis que apresentem grande
probabilidade de produzir prenhez. Para tanto, um grande numero de foliculos deve
ser resgatado antes de entrar em atresia, atingindo assim o tamanho pré-ovulatorio.

Os métodos tradicionais de superovulagdes implicam a aplicacdo exdgena
de hormdnios gonadotroficos. A gonadotrofina coridnica equina (eCG) e os extratos
crus ou purificados de pituitaria, como o FSH contaminado ou n&o com o LH, sédo os
mais rotineiramente utilizados (ELSDEN; NELSON; SEIDEL1978).

Monniaux, Chupin e Saumande (1983) identificaram duas classes de vacas

doadoras que respondiam pobremente ou n&o respondiam aos tratamentos com
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gonadotrofinas exégenas. O primeiro grupo tinha de 50-200 foliculos em crescimento
por ovario, enquanto as vacas que responderam bem tinham 600 ou mais foliculos
nos ovarios. A resposta pobre dos animais do primeiro grupo poderia ser decorrente
da baixa populagédo folicular, insuficiente para apresentar resposta adequada.
Consequentemente, seria dificil obter melhoria na resposta nesse grupo de animais.
O segundo grupo de doadoras apresentava grande numero de foliculos no inicio do
tratamento, mas estes ja estavam fisiologicamente entrando em atresia. Esse grupo
de animais poderia apresentar melhor resposta caso o tratamento com FSH tivesse
sido implementado no inicio da onda folicular.

Originalmente, considerava-se que o0 momento ideal para o inicio tratamento
superovulatério com gonadotrofinas seria aquele em que os foliculos estivessem
maturando e com alta concentragcdo de estrégeno, o que durante o ciclo estral
ocorreria entre os dias 7 e 13 depois do cio (cio=dia 0; IRELAND; ROCHE, 1982).

Lindsell, Murphy e Mapletoft (1986) obtiveram melhor resposta
superovulatoria em tratamentos iniciados no dia 9 do ciclo do que em tratamentos
iniciados nos dias 3, 6 ou 12.

Guilbault et al. (1991) verificaram que a resposta superovulatéria decrescia
de 40% a 50% quando os tratamentos eram iniciados na presenca de um foliculo
dominante. Alta correlagdo entre o numero de foliculos pequenos (3-6mm) no inicio
do tratamento superestimulatério e a resposta superovulatéria foi constatada por
Romero et al. (1991) e Van Der Schans et al. (1991). A interpretagcado conjunta dos
dados sugere que a resposta a tratamentos superestimulatérios iniciados quando o
FD ja esta exercendo a sua dominancia € baixa, e que a melhor resposta
superovulatéria ocorre quando os tratamentos sao iniciados na presenga de um pool

de pequenos foliculos em crescimento. Assim, o momento ideal de dar inicio a esse
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tipo de tratamento seria o inicio de uma nova onda de crescimento folicular

(GUILBAUT et al., 1991; NASSER et al., 1993).

24 MANIPULACAO DA DINAMICA FOLICULAR

241 Priming Folicular

O priming foi concebido para mimetizar o pico endégeno de FSH que ocorre
antes do inicio de cada onda folicular através da aplicagdo de gonadotrofinas,
promovendo o aumento do numero de foliculos recrutados que emerge em uma
nova onda subsequente ao tratamento (ADAMS, 1994). Rajamahendran et al. (1987)
e Touati et al. (1991) demonstraram efeito benéfico dos pré-tratamentos com
gonadotrofinas sobre as respostas superovulatérias, mas outros autores, como
Rieger, Desaulinier e Goff (1988) nao obtiveram o mesmo resultado. Ja Grasso et al.
(1989) e Guilbault et al. (1991) constataram que os pré-tratamentos surtem efeito
adverso sobre a superovulagido. Esse efeito adverso poderia estar relacionado ao
momento de inicio dos tratamentos, pois aqueles iniciados apos o segundo dia do
ciclo podem estimular o desenvolvimento do FD, levando os foliculos subordinados a
atresia.

Murphy et al. (1984) observaram que gonadotrofinas oriundas do extrato cru
de pituitarias apresentavam uma variagao contaminada com LH em sua constituigao.
Esse produto contaminado com LH, quando empregado para o priming, poderia

promover a luteinizacéo do FD e néo a estimulagcao dos demais foliculos. Ja quando
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foi utilizado FSH altamente purificado de extrato de pituitaria verificou-se melhora na
resposta superovulatéria, o que demonstra o efeito benéfico do FSH em estimular
pequenos foliculos antrais a serem mais responsivos as gonadotrofinas em
tratamentos subsequentes (TOUATI et al., 1991).

Entretanto, a eficiéncia do priming em protocolos de superovulagao ainda
suscita duvidas, pois os estudos voltados ao assunto ndo apresentaram
regularidade, quer com relagdo as datas dos pré-tratamentos, quer com relagéo a

bioatividade das gonadotrofinas administradas.

2.4.2 Aspiracao Folicular

De acordo com Adams et al. (1992b), no dia posterior a remog¢ao do FD por
eletrocauterizagao inicia-se um pico de FSH, responsavel pela emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular cerca de dois dias apds a cauterizagéo.

Outra maneira de eliminar o FD — que na atualidade é rotineiramente
utilizada para programas de aspiracao folicular e fecundacéo in vitro — é a aspiragcao
por pungdo ovariana guiada por ultra-sonografia (BERGFELT; LIGHTFOOT;
ADAMS, 1994). Na tentativa de aproveitar esse método de sincronizagdo de onda
folicular para programas de superovulagdo, Bergfelt et al. (1997) compararam dois
grupos de novilhas superovuladas: no primeiro grupo, a superovulagao foi iniciada
um dia apds a aspiragao e a remogao do FD; no segundo grupo — controle -, os
tratamentos com FSH tiveram inicio nos dias 8, 9, 10, 11 e 12 apds a observacgao do

cio. A média da quantidade de embrides e/ou estruturas coletadas, bem como o
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namero e a porcentagem de embrides viaveis ndo diferiram entre os grupos. Embora
nao tenha ocorrido diferenga significativa entre os grupos, os autores identificaram
uma deficiéncia no desenho experimental do grupo aspirado, que inadequadamente
poderia controlar a fase luteinica, causando ovulagdes pré-maturas e regressao
incompleta do CL. Para contornar tal situagao foi realizado um segundo experimento,
no qual os animais do grupo testado receberam um implante auricular de
progestageno contendo 6mg de norgestomet (Syncro-Mate-B) apdés a aspiragéo.
Novamente ndo houve diferencga significativa na resposta superovulatoria entre os
grupos, mas O grupo aspiragdo + progestageno apresentou resposta mais
consistente em relacdo ao niumero de embrides viaveis e transferiveis, confirmando
que o controle do CL é necessario (BERGFELT et al., 1997).

Em outro estudo, animais submetidos a aspiracdo do FD dois dias antes do
inicio da superovulacido — realizada durante o diestro - tiveram maior resposta
superovulatéria do que aqueles em que a SPO foi iniciada em presenca de um FD
(BUNGARTS; NIEMAN, 1994).

Para avaliar a eficacia da utilizagdo do GnRH em protocolos de SPO,
Khoram et al. (1995) compararam animais que receberam GnRH dois dias antes da
superovulagao, fémeas superovuladas apds a aplicacao do GnRH e a aspiragédo do
FD, e animais superestimulados tradicionalmente nos dias 8 a 12 apds o cio. Os
resultados permitiram que os autores concluissem que o tratamento com GnRH
associado a aspiracdo do FD s6 nao foi melhor que a SPO tradicional porque os
animais do primeiro grupo apresentaram grande numero de estruturas néao
fertilizadas e degeneradas. Analisados conjuntamente, os achados da investigagao

indicam a necessidade de controlar a fase luteinica para a obtengao de estruturas
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viaveis, e a dificuldade de utilizagdo desse procedimento em programas comerciais

de larga escala.

24.3 Tratamento com Progestageno/Progesterona associado ao Estradiol

Atualmente, estdo disponiveis no mercado varios produtos a base de
progestageno ou progesterona associados ao estradiol para protocolos de
sincronizagdo da dinamica folicular e do estro. A finalidade desses produtos é a
reposicdo do CL natural por um artificial, para prevenir o cio e a ovulagao.
Inicialmente, a associagcao entre progestageno/progesterona e estradiol tinha como
objetivo induzir o utero a liberar prostaglandina (PGF) e, consequentemente, causar
a lutedlise (WILTBANK; KASSON, 1968). Entretanto, apés a descoberta de sua
capacidade luteolitica em ruminantes, a prostaglandina e seus analogos tornaram-se
os agentes luteoliticos de eleigdo, pois promovem melhores respostas do que
aquelas obtidas com o estradiol (LEMON, 1975).

Bo, Pierson e Mapletoft (1991) e Bo et al. (1993, 1994a, 1995a) realizaram
uma série de experimentos voltados a avaliagcdo do efeito do estradiol e dos
progestageno sobre a dindmica folicular. Os resultados demonstraram que o
estradiol exdgeno inibe o crescimento do FD, efeito que € mais acentuado quando
se utiliza a combinagao progestageno + estradiol. O FD de novilhas tratadas com
5mg de estradiol 17 beta (E-178) um dia depois da insercdo do implante de
progestageno parou de crescer, entrando em atresia, no dia subsequente a
aplicacao do E-173. Esse evento acarretou a emergéncia de uma nova onda de

crescimento folicular 4,3 + 0,2 dias depois da aplicagdo do medicamento (BO et al.,
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1995a). No entanto, quando o estradiol 178 foi aplicado em novilhas sem o
progestageno, nado foi observada supressdo do FD e, consequentemente, a
emergéncia da nova onda folicular ficou imprevisivel (BO et al., 1996a).

O efeito de outros ésteres de estradiol associados a implantes de
P4/progestageno - com composigdes quimicas e meias-vidas diferentes - sobre o
desenvolvimento da onda folicular também tem sido investigado. Em novilhas de
corte, o valerato de estradiol (VE) em uma dose de 5mg resulta em menor
previsibilidade na emergéncia da onda (BO et al., 1993). Entretanto, a administragéo
de uma dose de 2mg de benzoato de estradiol (BE) em combinagdo com 50mg de
P4 via intramuscular (IM) resulta na emergéncia de uma nova onda folicular em 4,0 +
0,2 dia, com variagao de 4 a 5 dias (CACCIA; BO, 1998).

Algumas investiga¢des tiveram como objetivo utilizar a emergéncia da onda
folicular artificialmente manipulada em protocolos de superovulagdo. Meyer et al.
(2000) verificaram que doadoras que receberam implante de progestageno no dia da
ovulagéo (dia 0) e no dia 1 foram tratadas com 5mg de E-17f para sincronizagao da
emergéncia da onda quatro dias antes do inicio do FSH apresentaram resposta
superestimulatéria semelhante aquela de doadoras tratadas com o protocolo de
superovulagao tradicional iniciado entre os dias 8 e 12 apds o cio.

Utilizando doadoras em estagios aleatoérios do ciclo estral, Bo et al. (1996a)
empregaram o esquema de sincronizagdo de onda e de superovulagao descrito por
Meyer et al. (2000), e também n&o constataram diferenca significativa em relagdo a
SPO tradicional. A analise conjunta dos dados mostrou que o implante de
progestageno, associado a aplicagao de 5mg de 17 estradiol + 50mg de P4, pode

sincronizar nova onda de foliculos responsivos a gonadotrofina em protocolos de
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superovulagdo, da mesma forma que os foliculos que crescem fisiologicamente no
inicio da segunda onda folicular tradicionalmente utilizados o fazem.

O uso do valerato de estradiol como agente luteolitico, e posteriormente para
a manipulagao da dinamica folicular, deu origem a dois tipos de produtos comerciais:
o Sincro-Mate-B (SMB®, Merial) - que contém 6mg de norgestomed (WILTBANK et
al., 1971) - e o Crestar (Interve®) - que contém 3mg de norgestomed. Embora as
doses de norgestomed e a composi¢do quimica desses produtos sejam distintas, a
sua liberagao na circulagéo é similar. Ambos vém acompanhados de uma injegao IM
de 5mg de valerato de estradiol e 3mg de norgestomed, que deve ser administrada
no momento da inser¢gao do implante auricular.

De acordo com Mapletoft e Pierson (1993, 1994), animais superovulados
sete dias apds o tratamento com SMB e VE apresentam resultados comparaveis
aqueles em que se utiliza o CL do meio do ciclo. Ja Bo, Pierson e Mapletoft (1991)
obtiveram melhor resposta em tratamentos iniciados cinco dias apds a aplicacao do
SMB. Assim, sugerem que o hiato de sete dias entre o tratamento com SMB e a
SPO é muito grande, e que a melhor resposta que obtiveram deveu-se a terem
iniciado o tratamento com FSH na emergéncia da nova onda folicular, induzida pelo
VE e pelo implante de progestageno.

Gracas a disponibilidade comercial e a eficiéncia na sincronizagao do inicio
da onda, o benzoato de estradiol é bastante utilizado nos protocolos de
sincronizagao para programas de MOET. A aplicagcéo de 2,5mg de BE e 50mg de P4
no momento da inser¢do do dispositivo de progesterona Controlled Internal Drug
Release-B (CIDR-B) induziu a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular sincronizada trés a quatro dias apds o tratamento (CACCIA; BO, 1998). A

superovulagao iniciada quatro dias apos o tratamento com 2,5mg de BE e 50mg de
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P4 apresentou respostas semelhantes aquelas obtidas em SPO iniciadas quatro
dias apds o tratamento com 5mg (CACCIA; BO, 1998) ou com 2,5 mg (CACCIA;
TRIBULO; TRIBULO, 2002) de 178 estradiol associados a 50mg de P4, ou aquelas
decorrente de SPO iniciadas 8 a 12 dias apds o estro (MEYER et al., 2000).

Macmillan et al. (1991) desenvolveram o sistema chamado Controlled
Internal Drug Release (CIDR), que consiste em um dispositivo intravaginal contendo
1,99 de P4 e uma capsula de gelatina contendo 10mg de BE inserida junto com o
dispositivo intravaginal. Segundo os autores, a quantidade de P4 liberada pelo
dispositivo é altamente predizivel, com valores médios das concentracdes de P4 no
plasma em torno de 5-6ng/ml e conteudo médio residual de 0,92g.

Avaliando o efeito da retroalimentagao interativa da P4 e do BE sobre a
secregcao de gonadotrofinas, Macmillan e Burke (1996) constataram que a inclusao
intravaginal do BE potencializa o efeito da P4 na supressédo do LH. A utilizagdo do
BE via intramuscular demonstrou ser mais eficaz e eficiente na sincronizacado da
emergéncia da onda folicular (BO et al., 1995b). Protocolos com dispositivos
intravaginais de progesterona com aplicacées IM de BE, associados aos indutores
de ovulagdo como o GnRH e o LH, passaram a fazer parte dos programas de
superovulagao, principalmente no Brasil, pois permitem a adequagao dos programas
ao tempo do técnico, independentemente da fisiologia da doadora (BARROS;

NOGUEIRA, 2001; BARUSELLI et al., 2003).
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244 Superovulagao na Primeira Onda de Crescimento Folicular

Nasser et al. (1993) demonstraram que ¢é possivel obter resposta
superovulatéria estimulando os foliculos na primeira onda de crescimento folicular.
Para tanto, os tratamentos com FSH devem ser iniciados préximo ao momento de
pico endogeno desse horménio, caracterizado pelo recrutamento dos foliculos
emergentes na onda. Os autores elegeram a primeira onda, e ndo as subsequentes,
porque o dia da ovulagdo (D 0) pode ser utilizado como ponto de referéncia da
emergéncia da primeira onda, que se inicia logo apés a ovulagédo. Os tratamentos
foram iniciados no dia -1 (D -1 = um dia antes da ovulagao), no dia 0 (D 0 = dia da
ovulagéo), no dia + 1 (D +1 = um dia apds a ovulagao) e no dia +2 (D +2 = dois dias
apos a ovulagao), respectivamente. Considerando que o CL seria responsivo a
prostaglandina no dia 5 apés o cio (MOMONT,; SEGUIN, 1984) - ou seja,
aproximadamente quatro dias apds a ovulagao -, algumas modificagdes no protocolo
de SPO foram feitas, para ajusta-lo a fisiologia ovariana. O protocolo de FSH passou
de 4 para 5 dias, e a dose de prostaglandina F,a (PGF2.a) foi dobrada e aplicada no
ultimo dia da SPO, de modo a que o recém-formado CL tivesse tempo de responder
ao tratamento. O namero de foliculos >7mm no ultimo dia de FSH foi maior nos
grupos de tratamentos iniciados nos D -1 e DO (22,0 + 3,4, 20,3 + 3.8) — antes da
selegcédo do FD — do que nos grupos cujos tratamentos foram iniciados nos D +1 e D
+2 (7,7 24,73 £ 2,3). A analise desses resultados demonstra o efeito benéfico
dos tratamentos iniciados préximo ao pico endégeno de FSH, que fornece suporte
para que os foliculos subordinados cresgcam e atinjam um tamanho pré-ovulatério.

Também a capacidade que o FD tem de diminuir a resposta superestimulatoria é
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demonstrada: este ja exercia a sua dominancia sobre os subordinados um dia apos
o inicio da onda, antes mesmo de ser caracterizado e visualizado ao exame ultra-
sonografico (NASSER et al., 1993).

Para comparar a resposta superovulatoria dos foliculos da primeira onda e
dos foliculos da segunda onda em novilhas Bos faurus, Adams et al. (1994)
utilizaram o mesmo protocolo de SPO descrito por Nasser et al. (1993) em ambos os
tratamentos. As novilhas do grupo Onda 1 foram superovuladas no dia da ovulagao
(D 0), e as do grupo Onda 2 no inicio da segunda onda — momento determinado por
exame ultra-sonografico -, com os tratamentos iniciados aproximadamente ao redor
do dia 9 do ciclo. Os dois grupos apresentaram resultados semelhantes: a taxa de
recuperagao (5,2 + 0,7, 51 + 0,8) e a qualidade dos embrides derivados dos
foliculos da primeira onda foram equivalentes aquelas dos embrides derivados da
onda subsequente. Os autores observam que, independentemente da onda folicular
utilizada, para que um numero maior de foliculos cresga até o tamanho pré-
ovulatorio, os tratamentos de SPO devem ser iniciados no momento da emergéncia,
antes da manifestacdo do FD. E concluem, afirmando que é possivel utilizar o
momento da ovulagdo como marco preciso de referéncia para o inicio da SPO em

protocolos iniciados na primeira onda.
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3 HIPOTESE DO TRABALHO

A hipétese testada no presente trabalho foi: a superovulagdo na primeira
onda de crescimento folicular aumenta a resposta superovulatéria, a quantidade e a

qualidade dos embrides em doadoras Nelore (Bos indicus).
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4 OBJETIVOS

Para testar a hipdtese apresentada anteriormente, foram estabelecidos os
seguintes objetivos:

e Comparar a resposta superovulatéria de doadoras Nelore tratadas na primeira
onda de crescimento folicular, e na onda sincronizada com progesterona e
benzoato de estradiol.

e Comparar a qualidade dos odcitos de foliculos superestimulados durante a
primeira onda de crescimento folicular com e sem suplementagcdo exdgena de
progesterona.

e Mensurar as concentragbes plasmaticas de progesterona durante o tratamento
superovulatério na primeira onda de crescimento folicular com e sem
suplementagado exdgena de progesterona.

e Comparar a resposta superovulatéria durante a primeira onda de crescimento

folicular com e sem suplementacéo exégena de progesterona.
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5 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizadas 48 doadoras Nelore

(Bos indicus), divididas em trés experimentos.

51  EXPERIMENTO 1: COMPARACAO ENTRE AS RESPOSTAS
SUPEROVULATORIAS DA PRIMEIRA ONDA DE CRESCIMENTO
FOLICULAR E DA ONDA SINCRONIZADA COM BENZOATO DE
ESTRADIOL E PROGESTERONA EM DOADORAS NELORE (BOS
INDICUS)

5.1.1 Animais e Local do Experimento

O experimento foi realizado na Fazenda Agropecuaria Missdes, localizada
no municipio de Dourados (MS), distante 200km de Campo Grande (MS), que adota
rotineiramente programa de colheita e transferéncia de embrides, apresentando
instalagdes compativeis com a técnica.

Foram utilizadas 18 vacas doadoras de embrides da raca Nelore, com idade
entre quatro e oito anos. Os animais foram previamente submetidos a exame ultra-
sonografico para deteccdo de ciclicidade, estando livres de brucelose e de
tuberculose. Todos os animais foram suplementados com sal mineral de boa

qualidade e agua ad libitum.
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5.1.2 Tratamentos

Os animais foram distribuidos homogeneamente em trés grupos
experimentais, de acordo com a idade e o escore corporal. As doadoras do Grupo 1
- Onda 1s/P4 e do Grupo 2 - Onda 1c/P4 foram superestimuladas na primeira onda
de crescimento folicular, e as do Grupo 3 - SincBE+P4/P4 foram superestimuladas
apos a sincronizagao da emergéncia da onda folicular com a aplicagéo IM de 2,5mg
de benzoato de estradiol (BE)' e 50,0mg de progesterona (P4)'. Cada animal
recebeu um dispositivo intravaginal (CIDR)?> contendo P4? e 2,5mg de BE,
associados a 50,0mg de P4" IM, em dia aleatério do ciclo estral (Dia 0; DO).

Os animais dos Grupos 1 - Onda 1s/P4 e 2 - Onda 1c/P4 receberam 0,15mg
de d-cloprostenol® (PGF.) IM no Dia 5 (D5). Os dispositivos inseridos nos animais
desses grupos foram removidos no Dia 9 (manha), e 12,5mg de LHp* foram
administrados no Dia 10 (manha). O tratamento superovulatério desses Grupos foi
iniciado 24 horas apos o LHp (D11).

As fémeas do Grupo 3 - SincBE+P4/P4 foram superestimuladas quatro dias
apos a insercao do CIDR e a aplicagao do BE e da P4, de forma que os tratamentos
superovulatérios de todos os grupos fossem iniciados no mesmo momento (Figura
1).

Todos os animais foram superestimulados com uma dose total de 133mg
NIH-FSH-P1 de FSH?®, diluida em 10ml e dividida em duas aplicacdes diarias (manha
e tarde) de 1ml por cinco dias (D11 a D15).

Os animais do Grupo 2 receberam um novo CIDR junto com a primeira

administragdo de FSH. No ultimo dia de tratamento (D15), junto com as doses de

Index Farmacéutica, Brasil.
CIDR®, Pfizer, Brasil.
Preloban®, Intervet, Holanda.

S w N -

Lutropin®, Bioniche, Canada.
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FSH foram administradas doses luteoliticas de PGF,. (d-cloprostenol), e apds a
ultima aplicagao foi removido o CIDR dos animais do Grupo 1 - Onda 1¢/P4 e do
Grupo 3 - SincBE+P4/P4. Todas as doadoras receberam 25mg de LHp 24 horas
apos o ultimo tratamento de FSH (D16), e foram inseminadas artificialmente em
tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas apos o tratamento com LHp (D17). Os embrides
foram coletados pelo método ndo-cirurgico e avaliados pelo mesmo médico

veterinario sete dias apés a IATF (D23; Figura 1).

® Folltropin®, Bioniche, Canada.
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Tratamento 1 — Onda 1 s/P4

PGF,, || LH * US |||| T

BE + P4 m PGF.. (mity)

LH

A 4

\ 4 FSI-II (m / t) \ \4
| | ! | >
dia 0 dia 5 dia9 dia10 dia11 gja12 dia15 dia16 dia 23
(m) (m) (m (m) (m) (m) t)  (m) (m)

US (d10, d11 e d12) IATF (d16 t e d17 m)

Tratamento 2 — Onda 1 c/P4

PGF,, || LH + US || Colheita
(m /1) e
BE + P4 || PGF..
LH
v FSI-II (m /1) il il
| | T 1 >
dia 0 dia 5 dia9 dia10 dia11 gjz 12 dia 15 dia 16 dia 23
(m) (m) (m)  (m) (m) (m) (t) (m) (m)
US (d10, d11 e d12) IATF (d16 t e d17 m)
Tratamento 3 — SincBE + P4/P4 - controle
PGF,, ||| LH +uUs |
(mi/t) Colheita
+US
BE + P4 ,
| FSH (m / t)
M R
| | | | v
dia7 dia 11 dia15 dia 16 dia 23
(m) (m) (t) (m) (m)

US (d11) IATF (d16 t e d17 m)

Figura 1 — Diagramas esquematicos dos tratamentos empregados no Experimento 1
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5.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DA QUALIDADE DOS OOCITOS APOS A
SUPERESTIMULAGAO NA PRIMEIRA ONDA DE CRESCIMENTO
FOLICULAR COM OU SEM SUPLEMENTAGCAO EXOGENA DE
PROGESTERONA EM DOADORAS NELORE (BOS INDICUS)

5.2.1 Animais e Local do Experimento

O experimento 2 foi realizado na Fazenda Botas, localizada no municipio de
Campo Grande (MS), distante 15km daquela cidade.

Foram utilizadas dez vacas doadoras de embrides da ragca Nelore, com
idade entre 4 e 8 anos. A detecgao de ciclicidade, os exames sanitarios e a nutricdo

das doadoras foram realizados como descrito no item 5.1.1.

5.2.2 Tratamentos

A homogeneizacgéo e os tratamentos dos dois grupos experimentais, Grupo
1 - Onda 1 s/P4 e Grupo 2 - Onda 1 c/P4 foram realizados como descrito no item
5.1.2. A diferenga é que neste experimento todos os animais foram abatidos 12
horas apds receberem os 25mg de LHp, e seus ovarios foram extraidos e levados a

um laboratério comercial de fertilizagao in vitro (FIV - Figura 2).
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Tratamento 1 - Onda 1 s/P4

46

PGF,,
(m/t) LH + US
BE + P4 [I] PGF>. \ 4
LH Sangue (m) ABATE
! FSH (m /1) !
| | _
| | | | ' | v
dia 0 dias dia9 dia10 dia11 dia12 dia15 dia 16 dia 16
(m) (m) (m) (m) (m) (t) (m) (t)
I_'_I
Tratamento 2 — Onda 1 c/P4
PGF,,
(m/t) LH + US
BE + P4 m PGF., Sangue (m)
] [ oor ]
! FSH (m / 1) !
| | _
| | | | I | v
dia 0 dias dia9 dia10 dia11 dia12 dia15 dia 16 dia 16
(m) (m) (m) (m) (m) (t) (m) (t)
US (d10, d11 e d12)
12 horas

Figura 2 — Diagramas esquematicos dos tratamentos empregados no Experimento 2
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5.2.3 Aspiracao e Classificagcao dos Oécitos

Os animais foram abatidos na tarde do Dia 16, 12 horas apds a aplicagéo do
LH, em frigorifico préximo a fazenda em que foram realizados os tratamentos. Os
ovarios foram transportados para o laboratério em solugao fisioldgica, dentro de
garrafas térmicas a 35°C, para a aspiragao e a classificagdo dos odcitos.

Os foliculos ovarianos maiores que 8mm foram aspirados com seringa de
5ml acoplada a agulha 40x12mm. Apds a aspiragédo, foram implementadas a
procura, a classificagao e a selegdo dos odcitos. A classificagdo seguiu o critério de
expansao do cumulus oocyte complexes (COC), que determina a maturagdo dos
odcitos; aqueles que apresentaram COC expandido e com citoplasma homogéneo
foram considerados maduros, e aqueles que apresentaram COC nao expandido

foram considerados imaturos.

53  EXPERIMENTO 3: RESPOSTA SUPEROVULATORIA NA PRIMEIRA ONDA
DE CRESCIMENTO FOLICULAR COM OU SEM SUPLEMENTAGCAO
EXOGENA DE PROGESTERONA EM DOADORAS NELORE (BOS
INDICUS)

5.3.1 Animais e Local do Experimento

O experimento 3 foi realizado no mesmo local do experimento 2. Foram

utilizadas 20 vacas doadoras de embrides da raga Nelore, com idade entre 4 e 8
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anos. A deteccao de ciclicidade, os exames sanitarios e a nutricido das doadoras

foram realizados como descrito no item 5.1.1.

5.3.2 Tratamentos

A homogeneizacéo entre os dois grupos experimentais, Grupo 1 - Onda 1
s/P4 e Grupo 2 - Onda 1 c/P4 foi obtida como descrito no item 5.1.2. Os tratamentos
empregados foram semelhantes aqueles descritos para os Grupos Onda 1 s/P4 e
Onda 1 c/P4, respectivamente, no item 5.1.2. Os animais foram inseminados, 12 e
24 horas apés a aplicagao do LH, com sémen do mesmo touro e da mesma partida.

A colheita dos embrides foi realizada no Dia 23, por método néo cirurgico (Figura 3).
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Tratamento 1 - Onda 1 s/P4

PGF,,
(m/1) LH + US

BE + P4 [I] PGF. v

LH Sangue (m) Colheita

! FSH (m /) !

| | I

1 | | | | >
dia 0 dia s dia9 dia10 dia 11 dia 15 dia 16 dia 23
(m) (m) (m) (m) (m) (t) (m) (m)

US (d10, d11) IATF (d16 t e d17 m)

Tratamento 2 — Onda 1 c/P4

BE + P4 m PGF-.,

LH Colheita
! FSH (m /) !
! ! 1 : : >
dia 0 dia 5 dia9 dia10 dia 11 dia15 dia 16 dia 23
(m) (m) (m) (m) (m) (t) (m) (m)
US (d10, d11) IATF (d16 t e d17 m)

Figura 3 — Diagramas esquematicos dos tratamentos empregados no Experimento 3
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54 COLHEITA DOS EMBRIOES

As colheitas de embrides dos experimentos 1 e 3 foram feitas pelo método
nao cirurgico - lavagem uterina com solugado tampao fosfato-salina (PBS) mais 1%
de soro fetal bovino. Os embrides foram classificados como viaveis, degenerados ou
nao fecundados pelo mesmo médico veterinario. Os embrides viaveis foram
classificados, de acordo com a sua qualidade, em grau 1 (excelente), grau 2 (bom),
grau 3 (regular) ou grau 4 (pobre), de acordo com Lindner e Wright (1983). Os
embrides graus 1 e 2 foram classificados como congelaveis, e os de grau 3 como

transferiveis.

5.5 EXAMES ULTRA-SONOGRAFICOS

Os exames ultra-sonograficos ovarianos de todos os experimentos foram
realizados com o aparelho Aloka SSD 500° munido de transdutor linear de 5,0Mhz.
Do dia 10 ao dia 12 foram realizadas as avaliagbes da superficie ovariana, para
constatagdo da emergéncia da primeira onda de crescimento folicular e da ovulagéo
do FD (Grupos 1 e 2 dos trés experimentos). Nos animais do Grupo 3 do
experimento 1, as avaliagao ovarianas foram feitas no Dia 11 - provavel dia do inicio
de onda pés sincronizagdao com BE e P4 -, para verificagao do inicio da emergéncia

da onda folicular. No Dia 16 foram quantificados os foliculos >8mm, para verificar a

¢ Aloka Co. Ltd., Tokyo, Jap&o.
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resposta ao tratamento com FSH, em todos grupos dos trés experimentos. No dia 23
foram mensurados o numero de foliculos >8mm (considerados anovulatorios) e de
corpos luteos para determinagdo da taxa de ovulagdo em todos os grupos dos

experimentos 1 e 3.

5.6 COLHEITA DE SANGUE E DOSAGEM DAS CONCENTRAGOES
PLASMATICAS DE PROGESTERONA

Durante o tratamento com FSH para a superovulagao, até o dia da aplicacao
do LH, foram colhidas amostras diarias de sangue por pungado da veia caudal - em
tubos de vacuo de 10ml contendo heparina’ - dos animais dos experimentos 2 e 3.
Apods a colheita, as amostras foram mantidas sob refrigeracao até o momento em
que foram centrifugadas a 823g por 15 minutos®, para separagdo do plasma. O
plasma foi retirado do tubo com o auxilio de pipeta, envasado em criotubo
previamente identificado e armazenado a —20°C em freezer, até o momento da
realizagdo da dosagem hormonal.

As dosagens de P4 foram realizadas por radioimunoensaio (RIE)° no
Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento de Reprodugdo Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(FMVZ/USP). A sensibilidade de deteccdo do teste foi de 0,0076ng/ml, e os

coeficientes de variagao intra e interensaio foram inferiores a 10%.

7 Vacutainer®, Becton Dickinson & Company, EUA.
8 Centrifuga Excelsa Baby, Fanem®, Brasil.
o Progesterone Coat-A-Count®, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, EUA.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa Statistical Analyses System 2000
(SAS System for Windows)'®. Os dados foram testados quanto & normalidade dos
residuos e a homogeneidade das variancias pelo aplicativo Guided Data Analisys.
Caso nao obedecessem as premissas, eram transformados (logaritmo na base 10 —
Log10X; Raiz quadrada — RQ X; Quadrado — X2) e, se a normalidade nao fosse
obtida, empregava-se entdo o procedimento NPAR1WAY de analise de variancia
nao paramétrica.

Para a descri¢cao dos resultados de tendéncia central, foram empregados as
médias e respectivos erros-padrao (média + erro padrdo da média), bem como os
niveis de significancia (P) dos dados originais quando obedecessem as premissas. A
mesma descrigao foi empregada para os dados transformados, quando necesséria a
transformacdo. As variaveis-resposta binomiais foram descritas pelas suas
proporgdes (porcentagens).

O nivel de significancia para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de 5%, isto
é: para um nivel de significAncia menor que 0,05 considerou-se que ocorreram
diferengcas estatisticas entre as variaveis classificatérias para uma determinada
variavel resposta. Para o nivel de significancia de 0,05 até 0,1 considerou-se

tendéncia estatistica entre as variaveis comparadas.

1% SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA, 1999-2000.
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6 RESULTADOS

6.1  EXPERIMENTO 1: COMPARACAO ENTRE AS RESPOSTAS
SUPEROVULATORIAS DA PRIMEIRA ONDA DE CRESCIMENTO
FOLICULAR E DA ONDA SINCRONIZADA COM BENZOATO DE
ESTRADIOL E PROGESTERONA EM DOADORAS NELORE (BOS
INDICUS)

Os efeitos dos tratamentos sobre a resposta superovulatoria, a quantidade e
a qualidade das estruturas embrionarias recuperadas nos animais do Experimento 1
sao apresentados na tabela 1.

N&o houve diferenga na resposta superovulatoria entre os grupos quanto ao
nuamero de foliculos no dia da IATF (Onda1s/P4 = 21,5 + 6,6 vs Onda1c/P4 = 18,5 +
4.5 vs SincBE+P4/P4 = 23,0 + 3,7; P > 0,05), ao numero de CL no dia da colheita
dos embrides (Onda1s/P4 = 15,3 + 4,3 vs Ondalc/P4 = 12,7 + 2,7 vs SincBE+P4/P4
=14,5+2,5; P > 0,05), a taxa de ovulagédo (Onda1s/P4 = 74,2 + 7,8 vs Onda1c/P4 =
74,6 £ 6,5 vs SincBE+P4/P4 = 63,4 + 2,7, P > 0,05) e a taxa de recuperagao
(Onda1s/P4 = 53,0 + 10,9 vs Onda1lc/P4 = 83,1 + 9,8 vs SincBE+P4/P4 = 60,3 +

13,2; P > 0,05).



RESULTADOS 54

Tabela 1 — Numero de foliculos no dia da IATF, nimero de CL no dia da colheita, taxa de
ovulagcdo, taxa de recuperacdo, quantidade e qualidade das estruturas
embrionarias recuperadas, conforme grupo experimental. Dourados, 2002

GRUPOS
Onda1s/P4 Onda1c/P4 SincBE+P4/P4

Numero de animais 6 6 6

N° de foliculos no dia da IATF 21,5+6,6 18,56+4,5 23,0+ 3,7
N° de CL no dia da colheita 15,3+4,3 12,7+27 145+25
Taxa de ovulagao (%) 74,2+7,8 74,6 £ 6,5 63,4+2,7
Taxa de recuperagéo (%) 53,0+ 10,9 83,1+9,8 60,3 +13,2
Total de estruturas 8,3+2,9 11,7+2,9 92+2,3
Embrides transferiveis 0,2 +0,22 8,0+1,8° 6,6 +2,0°
Embrides congelaveis 0,0 +£0,0° 58 +1,4° 51+1,7°
Estruturas ndo fecundadas 7,0+27° 25+1,6° 25+1,2°

As médias nas linhas com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga estatistica (a,b
P<0,05).

Embora nao tenha sido verificada diferenca no total de estruturas colhidas
entre os grupos experimentais (Onda1s/P4 = 8,3 + 2,9 vs Ondalc/P4 = 11,7 £ 2,0 vs
SincBE+P4/P4 = 9,2 + 2.3; P>0,05), os Grupos Onda 1c/P4 e SincBE+P4/P4
apresentaram maior numero (P<0,05) de embrides transferiveis (Ondal1c/P4 = 8,0 +
1,8 e SincBE+P4/P4 = 6,6 + 2,0) e congelaveis (Ondalc/P4 = 58 + 14 e
SincBE+P4/P4 = 5,1 + 1,7) do que o grupo Onda 1 s/P4 (0,2 + 0,2 e 0,0 + 0,0,
respectivamente). Em contrapartida, observou-se maior numero de estruturas nao
fertilizadas (P<0,05) no grupo de doadoras que nao receberam dispositivo
intravaginal contendo progesterona durante o tratamento superovulatério (Grupo
Onda1s/P4, 7,0 + 2,7) do que nos grupos Onda1c/P4 (2,5 + 1,6) e SincBE+P4/P4

2,5+ 1,2).
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6.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DA QUALIDADE DOS OOCITOS APOS A
SUPERESTIMULAGAO NA PRIMEIRA ONDA DE CRESCIMENTO
FOLICULAR COM OU SEM SUPLEMENTAGCAO EXOGENA DE
PROGESTERONA EM DOADORAS NELORE (BOS INDICUS)

Os efeitos dos tratamentos sobre a resposta superovulatéria e sobre a
quantidade de estruturas recuperadas — e respectiva classificacao - nos animais do

Experimento 2 estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Taxa de ovulagao no inicio da SPO, numero de foliculos no dia do LH, taxa de
lutedlise, quantidade de foliculos grandes no dia da segunda aplicagdo de LH,
total de odcitos recuperados (maturados, ndo maturados e atrésicos) de
doadoras Nelore superovuladas na primeira onda de crescimento folicular com
ou sem suplementagao exdgena de progesterona. Campo Grande, 2004

GRUPOS

Onda1s/P4 Onda1c/P4
Numero de animais 5 5
Taxa de ovulagao inicio da SPO 100,0 (5/5) 100,0 (5/5)
Numero de FG no dia do LH 19,60 + 5,29 28,0+7,35
Taxa de lutedlise ao final da SPO (P4<1 ng/ml; %) 60,0 (3/5) 100,0 (5/5)
Odcitos recuperados 18,00 + 6,08 23,00 £5,24
Odcitos maturados 10,80 + 6,58" 21,80 + 5,86
Odcitos ndo maturados 6,40 + 2,77° 1,20 + 0,97°
Odcitos atrésicos 0,80 + 0,49° 0,0 +0,0¢

As médias nas linhas com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenga estatistica (a,b P<0,05;
x,y P=0,10; c,d P<0,10)

Todos os animais dos Grupos Onda1s/P4 e Onda1c/P4 ovularam apds o
protocolo de sincronizagdo da ovulagédo para estabelecer o inicio do tratamento
superovulatorio.

Os animais dos grupos Ondals/P4 e Ondalc/P4 nao apresentaram

diferenca na resposta superovulatéria. O numero de foliculos grandes no momento
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da aplicagdo do LH (Onda1s/P4 = 19,60 + 5,29 vs Ondalc/P4 = 28,0 + 7,35) e 0
numero de odcitos recuperados (Onda1s/P4 = 18,00 + 6,08 vs Onda1c/P4 = 23,00 +
5,24) foram semelhantes entre os grupos (P>0,05). No entanto, as doadoras que
receberam um dispositivo intravaginal contendo progesterona durante o tratamento
superovulatério na primeira onda de crescimento folicular apresentaram tendéncia
(P=0,10) de maior quantidade de odcitos maturados do que aquelas néo tratadas
(Onda1c/P4 = 21,80 + 5,86 vs Onda1s/P4 = 10,80 + 6,58) e, por consequéncia,
tiveram menor quantidade de oécitos nao maturados (Onda1c/P4 = 1,20 + 0.97 vs
Onda1s/P4 = 6,40 + 2,77; P<0,05).

O grafico 1 apresenta as concentracées plasmaticas de progesterona
durante o tratamento superovulatério em cada grupo experimental desse

experimento, bem como as suas comparacgdes estatisticas.
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Grafico 1 - Concentragdes plasmaticas de progesterona durante o tratamento
superovulatério na primeira onda de crescimento folicular em doadoras Nelore
com ou sem suplementagdo exdgena de progesterona. Campo Grande, 2004.
(letras diferentes no mesmo dia denotam diferenga estatistica, P<0,05)
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A taxa de lutedlise ao final da SPO (P4 <1ng/ml) foi de 60 % (3/5) para os
animais do grupo Onda 1 s/P4 e de 100 % para os animais do grupo Onda 1 c/P4
(5/5; P>0,05).

Verificou-se que a insergdo do dispositivo intravaginal contendo
progesterona durante o tratamento superovulatério na primeira onda de crescimento
folicular aumentou (P>0,05) as concentragdes plasmaticas de progesterona durante

os dias 2, 3, 4, e 5 apo6s a ovulacao.

6.3  EXPERIMENTO 3: RESPOSTA SUPEROVULATORIA NA PRIMEIRA ONDA
DE CRESCIMENTO FOLICULAR COM OU SEM SUPLEMENTACAO
EXOGENA DE PROGESTERONA EM DOADORAS NELORE (BOS
INDICUS)

As respostas ao tratamento de sincronizacdo da ovulagdo e a superovulacdo nos
animais do Experimento 3, de acordo com o grupo experimental, sdo apresentadas na tabela 3.

Assim como no Experimento 2, verificou-se que a totalidade dos animais
ovularam com o protocolo de sincronizacdo de ovulagao para estabelecer o inicio do
tratamento de superovulacao.

O tratamento superovulatorio (numero de FG no final da SPO) promoveu
respostas semelhantes nos dois grupos experimentais (Onda 1 s/P4 =199 + 22 e
Onda 1 c/P4 = 14,5 + 3,5; P>0,05). No entanto, o numero de corpos luteos (Onda 1
s/P4 =146 + 1,7 e Onda 1 c/P4 = 9,1 + 2,2 ; P<0,1) apresentou tendéncia (P<0,1)
de aumento no grupo Onda 1 s/P4 e a taxa de recuperagédo (Onda 1 s/P4 = 31,0 +
10,7 e Onda 1 c/P4 = 54,8 + 11,1; P<0,1) apresentou tendéncia (P<0,1) de aumento

no grupo Onda 1 c/P4.
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Tabela 3 - Resposta ao tratamento superovulatério na primeira onda de crescimento
folicular em doadoras Nelore (Bos indicus) com ou sem suplementagéo
exogena de progesterona. Campo Grande, 2004

GRUPOS

Onda1s/P4 Onda1lc/P4
Numero de animais 10 10
Taxa de ovulagao inicio SPO (%) 100,0 (10/10) 100,0 (10/10)
Numero de FG no final da SPO 19,9+22 14,5+3,5
Taxa de lutedlise final SPO (P4<1 ng/ml; %) 80,0 (8/10) 90,0 (9/10)
Taxa de ovulagdo apds SPO (%) 76,9+7,6 69,2+84
Numero de CL 146+1,7% 9,1+22Y
Taxa de recuperagao (%) 31,0+ 10,7% 54,8 +11,1Y
Total de estruturas 40+1,5 47 +11
Embrides congelaveis 0° 3,0+0,9°
Embrides transferiveis 0° 39+1,1°
Degenerados 0,2+0,2 0,4+0,3
Nao fertilizados 25+07° 02+02°

As médias nas linhas com letras sobrescritas diferentes apresentam tendéncia de diferenca
estatistica (x,y P<0,1) e (a,b P<0,05).

Embora a taxa de lutedlise no final da SPO (P4 <1ng/ml) tenha sido
semelhante entre os grupos (P>0,05), 10% dos animais no grupo Onda 1 c/P4 e
20% dos animais no grupo Onda 1 s/P4 ovularam na presenca de concentragdes
plasmaticas de P4 acima de 1 ng/ml.

A quantidade e a classificagdo dos embrides produzidos nesse experimento
sdo apresentadas na Tabela 3. Nesse experimento um animal do grupo onda1s/P4
foi considerado outlier, razdo pela qual nao foi considerado nas analises estatisticas.

Os grupos nao diferiram quanto ao total de estruturas colhidas (Onda 1 s/P4
=40+ 15e Onda 1c/P4 =4,7 + 1,1; P>0,05). No entanto, o Grupo Onda 1c/P4
apresentou maior quantidade de embrides congelaveis (3,0 + 0,9; P<0,05) e de
transferiveis (3,9 + 1,1; P<0,05) que o Grupo Onda 1s/P4 (0,0 + 0,0 e 0,0 + 0,0).

Consequentemente, o Grupo Onda 1s/P4 apresentou maior quantidade de
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estruturas nédo fertilizadas (Onda 1 s/P4 =25+ 0,7 e Onda 1 ¢c/P4 =0,2 + 0,2; P<
0,05).

O gréfico 2 mostra as concentragdes plasmaticas de progesterona durante o
tratamento superovulatério em cada grupo experimental, bem como suas

comparagdes estatisticas.
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Grafico 2 - Concentragdes plasmaticas de progesterona durante o tratamento
superovulatério na primeira onda de crescimento folicular nos grupos do
Experimento 3 (ondals/P4) e (ondal1c/P4). Campo Grande, 2004. (letras
diferentes no mesmo dia denotam diferenga estatistica, P<0,05)

Pela analise dos resultados apresentados no grafico 2, verificou-se que a
insercdo do dispositivo intravaginal contendo progesterona durante o tratamento
superovulatério de foliculos da primeira onda de crescimento folicular aumentou
(P<0,05) as concentragbes plasmaticas de progesterona durante os dias 2, 3,4, e 5

apés a ovulacao.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo, subdividido em trés experimentos, reportou pela primeira
vez as respostas a tratamentos superovulatérios realizados na primeira onda de
crescimento folicular em doadora Nelore (Bos indicus). Trabalhos anteriores com
fémeas Bos taurus ja haviam demonstrado a viabilidade de superestimular foliculos
da primeira onda folicular para programas de transferéncia de embrides (ADAMS et
al., 1994; NASSER et al., 1993).

Nasser et al. (1993) demonstraram que o protocolo de SPO na primeira onda
de crescimento folicular apresenta melhores resultados quando os tratamentos com
FSH tém inicio em momento préximo a ovulagao, periodo do pico endégeno de FSH
responsavel pela emergéncia da primeira onda de crescimento folicular (ADAMS et
al., 1992b). Tratamentos iniciados um ou dois dias apds a ovulagado apresentaram
resposta superovulatéria significativamente inferior aqueles cujo inicio se deu em
momento préximo a ovulagdo (NASSER et al., 1993). Entretanto, a necessidade de
observacao da manifestagdo do estro e do emprego de exames ultra-sonograficos
diarios para determinar a ovulagao para o inicio do tratamento superovulatério faz
com que esse protocolo seja considerado de menor praticidade que os programas
tradicionais de SPO em larga escala.

O presente estudo empregou um protocolo para controlar a dinamica
folicular e a ovulagdo em periodos programados, dispensando a detecgdo do
comportamento de estro e de exames ultra-sonograficos diarios. Para tanto, foram
utilizadas combinagdes de P4 e BE (BO et al., 2002) para sincronizagao do inicio da

onda de crescimento folicular e do foliculo pré-ovulatério. O foliculo dominante dessa



DiscussAo 61

onda foi induzido a ovular com a administracdo de LH, dando inicio a primeira onda
de crescimento folicular. Todos os animais dos trés experimentos realizados neste
estudo ovularam apds os tratamentos de sincronizacdo da ovulacdo, e os
tratamentos superovulatérios foram iniciados no momento considerado mais
apropriado para protocolos de SPO na primeira onda de crescimento folicular. Essa
alta taxa de ovulacdo demonstra a eficacia e a confiabilidade do protocolo
empregado para a indugéo da primeira onda de crescimento folicular.

A presencga de dois grupos superovulados na primeira onda, um sem (Onda
1 s/P4) e outro com (Onda 1 ¢/P4) suplementagédo exégena de P4 no Experimento 1
teve como objetivo a obtencdo de maiores niveis circulantes de P4 durante a SPO,
positivamente correlacionados a qualidade embrionaria (BERGFELT et al., 1997;
CALLESEN; GREVE; HYTELL, 1986; CHAGAS; COSTA; SILVA, 2002), pois o
protocolo de SPO na primeira onda é realizado na presenca de um CL ainda em
crescimento, que produz pouca P4 (NASSER et al., 1993).

No Experimento 1, ndo houve diferencas no numero de foliculos que
responderam ao tratamento superovulatério (numero de foliculos no dia da IATF), na
quantidade de CL no dia da colheita, na taxa de ovulagao, na taxa de recuperagao e
no total de estruturas colhidas entre os animais do grupo submetido ao protocolo
tradicional de sincronizagdo da emergéncia da onda folicular com BE+P4 (Grupo
SincBE+P4/P4), e aqueles submetidos a superovulagédo na primeira onda de
crescimento folicular (Grupos Onda 1). Resultados semelhantes séo relatados na
literatura para Bos taurus (ADAMS et al., 1994). No entanto, no Experimento 1, as
doadoras que foram superovuladas sem a suplementagdao exdgena de P4 durante
os tratamentos com FSH (Grupo Onda 1 s/P4) apresentaram redugao significativa no

numero de embrides transferiveis e congelaveis. Tais achados n&o sdo semelhantes
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aqueles de Adams (1994), que compararam a resposta superovulatoria da primeira e
da segunda onda de crescimento folicular em Bos taurus. Entretanto, a produgéo e a
qualidade dos embrides do grupo submetido ao protocolo de superovulagdo na
primeira onda de crescimento folicular com adigdo de progesterona exdgena (Onda
1 c/P4) nao foram inferiores as do grupo em que a onda foi sincronizada com
BE+P4. O numero de embrides viaveis constatado no Grupo Onda 1c/P4 (8,0 + 4,5)
e Grupo SincBE+P4/P4 (6,7 + 4,8) reflete a capacidade superovulatdria dos foliculos
estimulados ap6s a ovulacao e apds a sincronizacdo com BE+P4 em responder aos
tratamentos com FSH, resultado relativamente semelhante aqueles obtidos por
Adams (1994).

Para verificar se o comprometimento na qualidade das estruturas colhidas
tinha origem nos odcitos foi delienado um segundo experimento, que averigiou os
efeitos da suplementagdo exdégena de P4 na qualidade dos odcitos aspirados de
foliculos superestimulados durante a primeira onda de crescimento folicular. Os
animais do grupo Onda1 c/P4 apresentaram niveis de progesterona estatisticamente
maiores que os animais do Grupo Ondal s/P4 durante todo o tratamento
superovulatério, demonstrando que os foliculos foram estimulados sob diferentes
concentracdes de progesterona.

Nesse experimento (Experimento 2), a quantidade de foliculos > que 8mm
aspirados apds o abate e o total de oécitos recuperados foram equivalentes nos dois
grupos tratados (Onda 1 s/P4 ;18,00 + 6,08 e Onda 1 c/P4 ; 23,00 £ 5,24), e
numericamente superiores aos registrados em estudo anterior com foliculos
estimulados sem controle da emergéncia folicular (13,6 + 0.9; CALLESEN; GREVE;

HYTELL, 1986). Essa diferenca pode ser consequéncia do maior numero de
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foliculos recrutados por onda em animais Nelore (Bos indicus) em relagao a animais
Bos taurus (CARVALHO et al., 2004).

Embora nao tenha ocorrido diferenca quanto a quantidade de foliculos que
responderam ao tratamento SPO o numero de odcitos maturados (P = 0,01) foi
meior no Grupo Onda 1 ¢/P4, o que sugere que os niveis de progesterona durante
os protocolos de superovulagdo na primeira onda de crescimento folicular tém
influéncia sobre a maturagdo oocitaria. Nos mamiferos, os esterdides tém papel
importante na maturacdo oocitaria, podendo inibir ou iniciar a meiose. Assim, a
essencial que exista um equilibrio dos esterdides para que os odcitos sintetizem as
proteinas necessarias para completar a meiose (GREVE et al., 1995). Disturbios da
esteroidogénese in vivo alteram a sintese protéica pelos odcitos, com efeitos mais
severos quando ha alteragao na relagcao estrogeno/progesterona (GREVE et al.,
1995). Revah e Butler (1996) superestimularam doadoras sob baixas concentragbes
de progesterona, e observaram que os oodcitos dos foliculos desses animais
completaram prematuramente a meiose.

No Experimento 2, a maturacdo dos odcitos ficou definida somente pela
expansao do cumulus oocyte complexes. Mudancgas ultra-estruturais nos odécitos néo
foram avaliadas nesse experimento. Os resultados encontrados corroboraram com
os achados no Experimento 1, e poderiam se constituir em possivel explicacdo para
a diferenga constatada entre os grupos superovulados com e sem P4.

O Experimento 3 foi realizado in vivo com o objetivo de confirmar o resultado
dos experimentos anteriores. A quantidade de estruturas colhidas (4,0 + 1,5 e 4,7 +
1,1) também n&o diferiu entre os grupos Onda 1 s/P4 e Onda 1 ¢/P4. Da mesma
forma que ocorreu no Experimento 2, verificou-se diferenga significativa nas

concentracdes de P4 durante o tratamento superovulatério. Nesse Experimento, a
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qualidade embrionaria também foi estatisticamente inferior no grupo superovulado
sem suplementagéo exdgena de P4, confirmando os resultados do Experimento 1.

Esse comprometimento na qualidade embrionaria encontrado no Grupo
Onda 1 s/P4 poderia, em parte, ser explicado por uma incompleta regressdo do CL
ap6s o tratamento superovulatério na primeira onda (BERGFELT et al., 1997).
Momont e Seguin (1984) demonstraram, em vacas nao superestimuladas, que o
tratamento com prostaglandina antes do dia 5 do ciclo estral ndo é eficaz na indugao
da lutedlise. Também ha registro de baixa resposta a prostaglandina em animais Bos
indicus, ainda que tratados na fase mais adiantada do ciclo estral (PINHEIRO et al.,
1998). Em animais Bos taurus, durante o protocolo de superovulagdo na primeira
onda de crescimento folicular, todos os animais responderam a lutedlise apés a
administragcdo de duas doses de prostaglandina no ultimo dia do tratamento com
FSH (Dia 5; ADAMS et al., 1994; NASSER et al., 1993).

No presente experimento, algumas doadoras apresentaram concentragdes
plasmaticas de P4 superiores a 1ng/ml no dia da IA, sugerindo auséncia de resposta
ao tratamento com prostaglandina em Bos indicus com o mesmo protocolo. No
entanto Callesen, Greve e Hytell (1986) mencionam alteragao no perfil de P4 em
32% das doadoras cujo tratamento superovulatério teve inicio no meio do ciclo. Tais
animais apresentaram niveis de P4 >1ng/ml 24 horas apés a PGF. A alta
concentragao plasmatica de progesterona no momento da ovulagéo esta associada
a baixa taxa de fertilizagdo, diminuindo a viabilidade do embrido (CALLESEN;
GREVE; HYTELL, 1986). A analise individual dos animais que integraram os grupos
do presente trabalho indica que aqueles que apresentaram taxas de progesterona
>1ng/ml no momento da inseminacao artificial tiveram a resposta embrionaria

prejudicada, ndo produzindo nenhuma estrutura viavel, a semelhanga do que
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mencionam estudos anteriores (CALLESEN GREVE; HYTELL, 1986; DIELEMAN;
BEVERS, 1993). Ja foi reportado que animais que apresentaram niveis de
progesterona no estro de 0,6ng/ml produziram mais de cinco embrides transferiveis,
€ que animais que apresentaram niveis de 1,4ng/ml produziram somente estruturas
nao fecundadas, corroborando os achados da presente investigagao (WANG et al.,
1987). Entretanto, com as fémeas do Grupo Onda 1 c/P4 pode ter ocorrido o
comprometimento da formagéo do CL pela exposi¢cao a elevados niveis de P4 logo
apés a ovulacao, provavelmente pela diminuicido da frequéncia dos pulsos de LH
(RAJAMAHENDRAN; MANIKKAN, 1994) e pelo aumento dos niveis de 173 estradiol
(AUSTIN et al.,, 2002) durante o tratamento superovulatério na primeira onda
folicular. Como esse Grupo era suplementado com P4 exdgena, apds a retirada do
dispositivo intravaginal ocorreu queda nos niveis plasmaticos desse horménio (<
1ng/ml), de acordo com o perfil endocrinolégico verificado na fase estrogénica do
cliclo estral, sem comprometer a viabilidade do embrido (CALLESEN; GREVE;
HYTELL, 1986; WANG et al., 1987). Chagas, Costa e Silva (2002) constataram
efeito da concentracédo de P4 durante o tratamento superovulatério na qualidade dos
embrides, a semelhanga do que foi observado no presente experimento. Os autores
verificaram que doadoras para MOET superovuladas na presenca de baixas
concentracdes de P4 no diestro apresentam comprometimento na quantidade e na
qualidade dos embrides produzidos. De acordo com Goto et al. (1988), niveis de P4
acima de 3,0ng/ml durante o tratamento superestimulatério estdo associados a oito
ou mais embrides transferiveis, enquanto que doadoras que apresentam niveis de
P4 abaixo de 3,0ng/ml produzem somente dois embrides viaveis. E concluem que
essa baixa eficiéncia é devida a baixa capacidade esteroidogénica dos foliculos

superestimulados, que compromete a competéncia oocitaria.
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Callesen, Greve e Hytell. (1986) classificaram as doadoras em duas
categorias, de acordo com padrao endocrinolégico da P4 e do LH no periodo pré-
ovulatorio, e concluiram que animais com padréo fisiolégico normal para esses
horménios apresentam sincronizagdo da maturagdo nuclear dos odcitos e da
esteroidogénese, produzindo odcitos e embrides de melhor qualidade. Em
contrapartida, a outra categoria de doadoras, caracterizada por desequilibrio no
balanco endécrino entre a P4 e o LH, apresentaram odcitos com assincronia da
maturacdo nuclear, acarretando comprometimento na qualidade dos embrides
produzidos.

As concentragbes plasmaticas de progesterona sao fatores regulador dos
pulsos de LH (FORTUNE; RIVERA, 1999), limitando ou estimulando o crescimento
do FD (RAJAMAHENDRAN; MANIKKAN, 1994). A superovulagao na primeira onda
de crescimento folicular ocorre concomitantemente ao crescimento do CL e da
concentracido de P4, e provavelmente sob aumento da freqléncia dos pulsos de LH.
Um grande numero de foliculos em crescimento na presenga de baixa concentragao
de P4 estaria associado a elevadas concentragdes de 173 estradiol, alterando o
ambiente intrafolicular (AHMAD et al., 1995; WEHRMAN et al., 1997). Desta forma, o
odcito ficaria exposto a elevadas concentragdes de estradiol e ao aumento da
frequéncia de LH por um longo periodo, o que poderia induzir a ativagdo prematura
da meiose e a maturagao esponténea (rompimento da vesicula germinativa) desses
oocitos (AHMAD et al., 1995). Assim, apds a indugao da ovulagdo com LH exdgeno,
as doadoras superovuladas poderiam eliminar oécitos comprometidos e com baixa
capacidade de fertilizagdo (CALLESEN; GREVE; HYTELL, 1986).

E possivel especular, também, que a exposicdo a altas concentracdes de

estradiol - que normalmente aconteceria proximo do cio - poderia interferir no
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transporte dos gametas e no meio ambiente do oviduto, impossibilitando a
fertilizagdo e o desenvolvimento embrionario (GREVE et al., 1995; VOS et al., 1996).
Van De Leemput et al. (2001), que utilizaram protocolos de superovulagdo com
atraso do pico de LH, verificaram diminuigdo da qualidade embrionaria. Concluiram
que o atraso na indugdo do pico de LH nado afetou a maturagdo oocitaria e
consequentemente a fertilizagcdo, mas alterou o desenvolvimento embrionario nos
primeiros estagios de divisdo celular em virtude da redugdo da atividade secretora
das células epiteliais do oviduto. Essa pode ser uma possivel explicacao para a
reducao na qualidade dos embrides produzidos no Grupo Onda 1 s/P4.

Embora o protocolo para superovulagdo na primeira onda de crescimento
folicular em doadoras Bos indicus tenha apresentado resultados positivos somente
com a suplementacdo exdgena de P4, ele se constitui em uma alternativa, bem
como em uma possibilidade para programas de MOET em paises nos quais o
emprego de estrogenos para sincronizagao da emergéncia da onda de crescimento

folicular nao é permitido.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo nao confirmam a hipotese proposta, e

permitem concluir que:

a

a

a

A producdo de embrides viaveis em doadoras tratadas na primeira onda de
crescimento folicular com suplementagdo exdgena de progesterona foi
semelhante aquela verificada em doadoras superovuladas na onda induzida com
P4+BE, e superiores aquela de doadoras tratadas primeira onda sem
suplementagdo exdgena de progesterona, nas quais ocorreu comprometimento

na qualidade dos embrides produzidos.

O numero de odcitos ndo maturados foi maior no grupo superovulado na primeira

onda de crescimento folicular sem suplementagao exégena de progesterona.

Os animais superovulados com suplementagcdo exdgena de progesterona
apresentaram concentragdes plasmaticas de P4 maiores que os animais que néo
receberam essa suplementacdo durante o tratamento na primeira onda de

crescimento folicular.

o Animais Bos indicus superovulados na primeira onda de crescimento folicular

sem suplementacdo exdgena de progesterona apresentam maior numero de

estruturas nao fecundadas.
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